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摘要: 对毛细管电泳法分离 15 种核苷类化合物所用的不同缓冲液体系进行了系统比较，确定不同模式毛细管电泳
法分析多种核苷类化合物的最适合背景缓冲液体系( BGE ) 。分别以四硼酸钠、磷酸氢二钠、乙酸钠、碳酸氢钠、乙
酸铵和乙二胺( DEA) 为背景电解质，对毛细管区带电泳( CZE ) 、毛细管电泳-电喷雾飞行时间质谱( CE-ESI-TOF /
MS) 以及胶束电动毛细管电泳( MEKC) 3 种模式进行比较，并对其中几种优势缓冲体系进行了优化。结果表明，
CZE 模式下使用四硼酸钠和磷酸氢二钠缓冲体系无法同时分离 15 种核苷类化合物，因此只适用于分析核苷类化
合物数量较少的样品。而使用含有 2%丙酮的 300 mmol /L DEA 能完全分开 15 种核苷类化合物，且分辨率和峰形
良好。MEKC 模式下，以 25 mmol /L 磷酸氢二钠( 添加 70 mmol /L 十二烷基磺酸钠( SDS ) ) 为缓冲盐的分离结果
最佳，并且此方法能成功应用于海洋生物海葵中核苷类化合物的分离。CE-ESI-TOF /MS 分析中，以 20 mmol /L 乙
酸铵( pH 10. 0) 为背景电解质，正离子模式检测，15 种核苷类化合物的质谱信号均良好，检测灵敏度明显优于文献
中报道的使用 DEA 缓冲体系的结果。本研究阐明了不同缓冲体系对 15 种核苷类化合物分离的适用性，为毛细管
电泳技术在复杂基质中多种核苷类化合物的分离方法中的应用奠定了基础。
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Abstract: The most suitable background electro lytes ( BGEs ) fo r simultaneous separation of 15
nucleosides by different modes of capillary electrophoresis ( CE) w ere obtained． Various modes
of CE w ere performed including capillary zone electrophoresis ( CZE ) ，capillary electrophore-
sis-electrospray ionization-time of flight mass spectrometry ( CE-ESI-TOF /MS ) and micellar
electrokinetic chromatography ( MEKC) ． The electro lyte buffers using sodium tetraborate deca-
hydrate，disodium hydrogen phosphate，sodium acetate，sodium bicarbonate，ammonium ace-
tate or 1，2-diamino-ethane ( DEA) w ere tested，and the best o f them w ere systematically opti-
mized． In CZE mode，the nucleosides could not be separated completely w ith sodium tetrabo-
rate decahydrate or disodium hydrogen phosphate as BGEs，demonstrating the limited applica-
bility o f the tw o buffer systems for complex samples． How ever，w ith 300 mmol /L DEA ( contai-
ning 2% acetone ) as BGE，15 nucleosides could be separated w ith good resolution and peak
shape，which proved that the DEA buffer w as most suitable in CZE． The best buffer system in
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MEKC mode w as 25 mmol /L disodium hydrogen phosphate w ith 70 mmol /L sodium dodecyl
sulfate ( SDS) ，and it w as successfully applied for the separation of the nucleosides in Chinese
Anthopleura lan thogramm ica Berkly． The optimum buffer system for CE-ESI-TOF /MS analysis
w as 20 mmol /L ammonium acetate ( pH 10. 0 ) ． In the positive ion mode，the MS signals o f
each compound w ere better than those in the literature using DEA as BGE． The results o f this
study demonstrated the applicability o f different buffer systems for the simultaneous separation
of 15 nucleosides，and w ere helpful for the development of CE method in complex sample sepa-
ration．
Key words: capillary electrophoresis ( CE ) ; electrospray ionization-time of flight mass spec-
trometry ( ESI-TOF /MS) ; nucleosides ; buffer systems
核苷类化合物( 核苷、碱基及其类似物) 是生物
细胞维持生命活动所需的基本物质，是脱氧核糖核









目前，高效液相色谱法( HPLC ) ［5 － 7］、高效液相
色 谱-质 谱 法 ( HPLC-MS ) ［8 － 10］、毛 细 管 电 泳 法







毛细管 区 带 电 泳 ( CZE ) 和 胶 束 电 动 毛 细 管 电 泳





物进 行 了 分 析 研 究，并 证 明 该 技 术 有 可 能 替 代
HPLC、HPLC-MS 等方法［4，17 － 19］。
毛细管电泳分离过程中，选择合适的缓冲体系
是决定分离成败的最主要因素。目前文献报道中，











( DAD) ( 美国 Agilent 公司) ; G1969A 型飞行时间
质谱仪，配有电喷雾离子源 ( 美国 Agilent 公司) ;
G1607A 毛细管电泳-电喷雾飞行时间质谱同轴鞘流
液接口 ( 美国 Agilent 公司 ) ; 鞘流液使用 Agilent
1100 单元泵泵入，配有 1∶ 100 分流器; Agilent 未涂
层扩展光程毛细管柱( 内径 75 μm，长度 64. 5 cm，
有效长度 56 cm，用于 CE-DAD) ; Agilent 未涂层毛
细管柱( 内径 50 μm，长度 80. 5 cm，用于 CE-MS ) ;
超纯水由 Milli-Q 系统( 美国 Millipore 公司) 纯化制





苷、虫草素等 15 种核苷类化合物均购自美国 Sig-
ma-Aldrich 公司。甲醇、丙酮和乙腈为色谱纯 ( 德
国 Merck 公司) ; 氢氧化钠、碳酸氢钠、乙酸铵、乙酸




1 mol /L 氢氧化钠冲洗 30 min、超纯水冲洗 20 min、
相应缓冲液冲洗 10 min。两次进样之间，依次用
0. 1 mol /L 氢氧化钠冲洗 2 min、超纯水和相应缓冲
液各冲洗 3 min。
CZE 条件: 未涂层扩展光程毛细管柱( 64. 5 cm
× 75 μm ) ，分离电压 20 kV，毛细管温度 25 ℃，进样
压力 5 kPa，进样时间 3 s，紫外检测波长 260 nm。
分别采用碳酸氢钠、乙酸铵、乙酸钠、四硼酸钠、磷酸
·284·
第 6 期 史 倩，等: 不同缓冲体系对毛细管电泳法分离 15 种核苷类化合物效果的比较
二氢钠和 DEA 为分离缓冲溶液。
CE-ESI-TOF /MS 条 件: 未 涂 层 石 英 毛 细 管
( 80. 5 cm × 50 μm ) ，毛细管温度 25 ℃，分离电压
25 kV，进样压力 5 kPa，进样时间 12 s，紫外检测波
长 260 nm。ESI-TOF /MS 条件为，以含 1% 甲酸的
50%甲醇溶液作为鞘流液，流速 4 μL /min，正离子
模式，干燥气流速 9 L /min，雾化气压力 68. 95 kPa，
毛细管电压 3 500 V，锥孔电压 65 V，全扫描( Scan )
范围为 m /z 50 ～ 1 000。以 DEA 为背景缓冲液时，
干燥气温度 300 ℃，破碎电压 150 V; 以乙酸铵为背
景缓冲液时，干燥气温度 200 ℃，破碎电压 120 V。
MEKC 条件: 未涂层扩展光程毛细管柱 ( 64. 5
cm ×75 μm ) ，毛细管温度 25 ℃，分离电压 20 kV，






鸟苷、胸苷、肌苷和 2-脱氧鸟苷标准品，溶于 5% 氨
水中配制成各化合物质量浓度均为 100 mg /L 的混
合标准储备液。准确称取虫草素标准品，溶于 10%
甲醇水溶液中配制成 100 mg /L 的标准储备液，置
于冰箱中 4 ℃下冷藏保存。使用前将含 14 种核苷
类化合物的混合标准储备液、虫草素标准储备液以
及超纯水以体积比 2∶ 2 ∶ 1 混合，配制成各目标化合





准确称取 0. 2 g 以上干粉置于比色管中，加入 60%
甲醇 20 mL，室温条件下超声 15 min，收集上清液，
再按上述方法重复提取 2 次。提取液合并后过滤，
滤液于 55 ℃旋转蒸干，用含 2% 氨水的 4% 甲醇溶
液 10 mL 复溶。复溶后的溶液于 6 000 r /min 下离





酸钠、磷 酸 氢 二 钠、乙 酸 钠、碳 酸 氢 钠、乙 酸 铵 和
DEA 在内的 6 种，系统比较了不同缓冲体系对 15
种核苷类化合物分离效果的影响。









四硼酸钠两种缓冲盐溶液 ( 浓度 20 mmol /L，调节












Fig． 1 Electropherograms of 15 nucleosides separated
in CZE with BGEs of (a) sodium tetraborate
decahydrate and ( b ) disodium hydrogen
phosphate
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MS 兼容的乙酸钠、碳酸氢钠、乙酸铵和 DEA 4 种缓
冲体系，在 CZE 模式下以 DAD 为检测器，对 15 种
核苷类化合物的混合物进行分离。其中前 3 种电泳
缓冲液浓度为 20 mmol /L，并调节 pH = 9. 0; DEA
浓度为 300 mmol /L，无需调节 pH。结果表明，使用
乙酸钠、乙酸铵或碳酸钠缓冲体系时获得的分离结
果均不理想，分别得到 10、9、8 个峰。使用 DEA 缓
冲体系获得的分离效果较好，可以初步分离 15 种核
苷，但仍需要进一步优化分离条件。
根据上述结果，对 DEA 电泳缓冲液浓度 ( 200






移速率。在最佳 DEA 缓冲体系条件( 300 mmol /L
DEA，含 2%丙酮，pH 12. 9) 下，15 个核苷类化合物
得到较好的分离，并且峰形良好( 见图 2) 。但该分
离体系稳定性相对较差( 现用现配) ，运行数次之后
分离度开始下降，峰形变差，需要及时更换缓冲液。
图 2 以 DEA 作为背景缓冲液分离 15 种
核苷化合物的毛细管电泳图谱
Fig． 2 Electropherograms of 15 nucleosides
separated in CZE with BGE of DEA
Buffer so lution : 300 mmol /L DEA w ith 2% acetone ; applied
voltage : 30 kV; temperature : 30 ℃ ; injection : 5 kPa，3 s ;
detection w avelength : 260 nm．
Peaks : 1． cytidine ; 2． cytosine ; 3． adenosine ; 4． cordyce-
pin ; 5． thymidine ; 6． uridine ; 7． guanosine ; 8． 2'-deox-
yguanosine ; 9． inosine ; 10． thymine ; 11． adenine ; 12． gua-
nine ; 13． uracil; 14． hypoxanthine ; 15． xanthine．
2． 3 CE-ESI-TOF /MS 缓冲盐分离体系
采用 CE-MS 对核苷类化合物进行分离检测的
研究已有报道
［4，18］，但 CE 与 ESI-TOF /MS 联用的






了 DEA 与乙酸铵作为背景电解质对 CE-ESI-TOF /
MS 分析 15 种核苷类化合物效果的影响。
首先，考察了含有 5%丙酮的 300 mmol /L DEA
作为缓冲液的分离效果。负离子模式下，选取 75%
甲醇溶液为鞘流液，并加入 0. 25% 氨水增强样品的










但总 体 而 言 信 号 强 度 仍 然 较 弱。可 能 的 原 因 是
DEA 的碱性较强，不适合在正离子模式下与质谱联
用。因此，对 15 种核苷类化合物进行 CE-ESI-MS
分析时，无论在负离子模式还是正离子模式下，都不
能选用 DEA 作为 CE 背景缓冲液。
因此，又选取乙酸铵( 20 mmol /L、pH 10. 0 ) 作
为 CE 背景缓冲液，考察其对核苷类化合物的 CE-
MS 分离效果的影响。参考文献［19］中分离检测核
苷酸的方法并稍加修改，本实验选用含 1% 甲酸的
50%甲醇溶液为鞘流液，流速 4 μL /min。由于乙酸
铵为两性化合物，作为缓冲液不论正负离子模式均
适用。实验结果显示正离子模式下的灵敏度更高，
标准工作溶液中 40 mg /L 的各化合物均能产生较
强的质谱信号，强度均在 104 以上( 见图 3 ) 。乙酸
铵作为 CE 背景缓冲液，虽然对 15 种核苷类化合物
的分离度较使用 DEA 缓冲液时差，但是利用 MS 检
测器提取离子的方法可以将迁移时间重叠的样品区
分开，从而弥补了 CE 分离度的不足，进而实现 15
种核苷类化合物的定性、定量分析。分别计算乙酸
铵和 DEA 作为背景缓冲液时 CE-ESI-TOF /MS 分
析 15 种核苷类化合物的检出限( 将信噪比为 3 时对




过优化最终确定 1． 2 节“CE-ESI-TOF /MS 条件”中
所述乙酸铵作为电泳缓冲液的最佳实验条件。
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图 3 乙酸铵作为背景电解质分离 15 种核苷类化合物的 CE-ESI-TOF /MS 提取离子色谱图
Fig． 3 Extracted ion electropherograms of 15 nucleoside compounds analyzed by CE-ESI-TOF /MS
with ammonium acetate as BGE
Peak assignments are the same as in Fig． 2．
表 1 分别以乙酸铵和 DEA 作为缓冲液时 CE-ESI-TOF /MS 分析 15 种核苷类化合物的检出限(LOD)
Table 1 Limits of detection (LODs) of 15 nucleoside compounds analyzed by CE-ESI-TOF /MS with
ammonium acetate and DEA as electrophoresis buffer respectively mg /L
No ． Compound Ammonium acetate DEA No ． Compound Ammonium acetate DEA
1 cytidine 2． 91 5． 54 9 inosine 1． 18 20． 00
2 cytosine 0． 23 2． 40 10 thymine 0． 71 36． 36
3 adenosine 2． 67 3． 93 11 adenine 0． 17 5． 27
4 cordycepin 1． 64 3． 43 12 guanine 0． 71 5． 22
5 thymidine 0． 91 N． D． 13 uracil 0． 57 N． D．
6 uridine 4． 00 22． 86 14 hypoxanthine 0． 63 20． 00
7 guanosine 2． 63 8． 57 15 xanthine 1． 48 N． D．
8 2'-deoxyguanosine 3． 16 6． 86
N． D． : not detected at the concentration of 40 mg /L．
·584·
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2． 4 MEKC 缓冲盐分离体系
SDS 是 MEKC 分析中常用的一类表 面 活 性
剂
［23］。在 1. 2 节中提到的 6 种缓冲液中分别加入
50 mmol /L SDS，其他条件不变，考察不同缓冲盐体
系对 MEKC 分离 15 种核苷类化合物效果的影响。
结果发现，除 DEA 外，其他缓冲液中加入 SDS 均能
改善分离度，这与文献［24］报道的添加 SDS 有助于
改善分离度的结果一致。但对于 DEA 缓冲体系的
MEKC 方法，加入 SDS 只能分出 14 个色谱峰，分离
度下降，且色谱峰的峰形变差。而对于添加了 SDS





冲体系作优化对象。对磷酸氢二钠浓度 ( 15 ～ 40
mmol /L) 、SDS 浓度 ( 20 ～ 100 mmol /L ) 、缓冲液
pH、添加有机改性剂、分离电压、温度等条件进行了
系统的优化。最终确定最佳的实验条件如下: 磷酸
氢二钠 25 mmol /L，含 70 mmol /L SDS ; 分离电压
20 kV; 温度 25 ℃ ; 进样压力 5 kPa，进样时间 3 s ; 检








按照 1. 4 节所述方法处理海葵样品，并在最佳
的 MEKC 条件下对海葵样品中所含的核苷类化合




图 4 (a)15 种核苷类化合物和(b)海葵样品的 MEKC 谱图
Fig． 4 Electropherograms of (a) 15 nucleoside compounds and (b) Anthopleura lanthogrammica Berkly sample
Peak assignments are the same as in Fig． 2．
3 结论
阐明了适用于毛细管电泳不同分离检测模式
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